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ABSTRACT 

Dwindling resources of fossil fuels, environmental concern and socio-political issues have 

triggered the search for alternative sources of energy. Biofuels may provide the solution to 

this problem. For efficient production of bioethanol from lignocellulosic hydrolysate, the 

organism should ferment a variety of sugars (hexoses and pentoses) with high ethanol yield 

and productivity. The yeast Scheffersomyces stipitis (earlier known as Pichia stipitis) 

possesses these properties. However, it has not found widespread use primarily because 

early studies showed that S. stipitis grows but does not ferment under aerobic conditions, 

and ferments but does not grow under anaerobic conditions. Thus, both growth and 

fermentation occur only in a narrow range of small but non-zero dissolved oxygen levels. 

This has led to the conclusion that ethanol production is not robust and cannot be scaled 

up. However, lack of robustness cannot be established by showing that ethanol is produced 

in a narrow range of oxygen levels. It is necessary to show that such dissolved oxygen 

levels are obtained only in a narrow range of operating conditions. 

In this work, we have devised such a method for quantifying the robustness of ethanol 

production with respect to the operating conditions. Our approach is based on the principles 

of growth on a mixture of two complementary substrates. We show that when the chemostat 

culture of S. stipitis is fed with progressively higher glucose feed concentrations (𝑠𝑓) at a 

fixed dilution rate (𝐷 = 0.1 h-1) and oxygen mass transfer coefficient (𝑘𝑙𝑎 = 50 h-1), three 

definite growth regimes are obtained. At low 𝑠𝑓, the culture is carbon limited – dissolved 

oxygen is at saturating levels, and no ethanol is produced. At high 𝑠𝑓, the culture is oxygen 

limited – ethanol is produced but excess glucose is observed in the effluent stream. At 

intermediate 𝑠𝑓, both carbon and oxygen are limiting and ethanol is produced without any 

loss of glucose. It is plausible to say that ethanol production is robust if the width of this 
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regime is large. We also developed a simple unstructured mathematical model that predicts 

the boundaries of the dual-limited regime.  

The model predictions agree with the data, but they imply that the boundaries vary with 𝐷 

and 𝑘𝑙𝑎. Thus, we were led to perform the foregoing experiment at additional 𝐷 and 𝑘𝑙𝑎. 

We find that the boundaries predicted by the model are consistent with the data obtained at 

all 𝐷  and 𝑘𝑙𝑎 . Moreover, we show that if the biomass, ethanol, dissolved oxygen and 

residual glucose concentrations, are scaled appropriately and plotted against the 

dimensionless parameter, 𝜌 = 𝐷𝑠𝑓 𝑘𝑙𝑎 ∙ 𝑐𝑜
∗⁄ , all the data obtained at various 𝐷, 𝑘𝑙𝑎 and 𝑠𝑓, 

collapses into a single curve. The existence of the dimensionless plot facilitates strain 

comparison without significant acquisition of data.  

Finally, the inaccessibility of plasmid vectors for S. stipitis prevented us from modifying 

the strain for overcoming its kinetic limitations. Therefore, we developed plasmids specific 

to S. stipitis which can be used for both wild-type and auxotrophic strains. Interestingly, S. 

stipitis exhibited improved growth and glucose consumption rates upon over-expression of 

the sugar transporter SUT4. This indicates limitations at the level of sugar uptake. 
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सार 

 

जीवाश्म ईंधन के सीममत भण्डार, पर्ाावरणीर् च िंता और सामाजजक-राजनीततक मुद्दों के करण 

ऊजाा के वैकजपपक स्रोतों की खोज शरुू कर दी है। बार्ोएथनोल इस समस्र्ा का समाधान प्रदान 

कर सकते हैं। मलग्नोसेपर्ुलोमसक हाइड्रोलाइजेट से बार्ोएथनोल के कुशल उत्पादन के मलए, 

जीव को उच्  इथेनॉल उपज और उत्पादकता के साथ ववमभन्न शक्कर (हेक्सोज़ और पेंटोज़) 

को ववक्षोभ करना  ाहहए। खमीर स्केफ्फेसोममसेस जस्टवपहटस (जजसे पहले वपकर्ा स्टेवपहटस के 

नाम से जाना जाता है) के पास र्ह गुण है। हालािंकक, इसे मुख्र् रूप से व्र्ापक रूप से उपर्ोग 

नहीिं ममला है क्र्ोंकक प्रारिंमभक अध्र्र्नों से पता  ला है कक एस स्टेवपहटस एरोबबक जस्थततर्ों 

बढ़ता है लेककन ववक्षोभ नहीिं करता है लेककन एनारोबबक जस्थततर्ों के तहत ववक्षोभ करता है 

लेककन नहीिं बढ़ता है। इस प्रकार, ववकास और ववक्षोभ दोनों केवल छोटे लेककन गैर-शनू्र् 

ऑक्सीजन के स्तर की एक सिंकीणा सीमा में होते हैं। इसमलरे् तनष्कर्ा तनकाला है कक इथेनॉल 

उत्पादन मजबूत नहीिं है और इसे स्केल अप नहीिं ककर्ा जा सकता है। हालािंकक, मजबूती की 

कमी को र्ह हदखाकर स्थावपत नहीिं ककर्ा जा सकता है कक इथेनॉल ऑक्सीजन के स्तर की 

एक सिंकीणा श्रिंखला में उत्पाहदत होता है। र्ह हदखाने के मलए आवश्र्क है कक इस तरह के 

ववघहटत ऑक्सीजन स्तर केवल परर ालन जस्थततर्ों की एक सिंकीणा सीमा में प्राप्त ककए जाते 

हैं। 

इस काम में, हमने परर ालन जस्थततर्ों के सिंबिंध में इथेनॉल उत्पादन की मजबूती को मापने 

के मलए ऐसी ववचध तैर्ार की है। हमारा दृजष्टकोण दो पूरक सबस्रेट्स के ममश्ण पर ववकास 

के मसद्ािंतों पर आधाररत है। हम हदखाते हैं कक जब एस स्टेवपहटस की कीमोस्टाट को तनजश् त 

रूप से उच्  ग्लूकोज फीड सािंद्रता (𝑠𝑓) के साथ एक तनजश् त डर्लूशन रेट (𝐷 = 0.1 h-1) और 

ऑक्सीजन द्रव्र्मान स्थानािंतरण गुणािंक (𝑘𝑙𝑎 = 50 h-1) पर खखलार्ा जाता है, तीन तनजश् त 

ववकास शासन प्राप्त ककए जाते हैं। कम 𝑠𝑓 पर, काबान सीममत है - ऑक्सीजन सिंतरप्त स्तर 
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पर है, और कोई इथेनॉल का उत्पादन नहीिं होता है। उच्  𝑠𝑓 पर, ऑक्सीजन सीममत है - 

इथेनॉल का उत्पादन होता है लेककन अवमशष्ट प्रवाह में अततररक्त ग्लूकोज पार्ा जाता है। 

इिंटरमीडडएट 𝑠𝑓 में, दोनों  काबान और ऑक्सीजन सीममत हैं और इथेनॉल ग्लूकोज के ककसी 

भी नुकसान के बबना उत्पाहदत होता है। र्ह कहना उच त है कक अगर इस क्षेत्र की  ौडाई बडी 

है तो इथेनॉल उत्पादन मजबूत है। हमने एक सरल असिंगहित गखणतीर् मॉडल भी ववकमसत 

ककर्ा जो दोहरी-सीममत क्षेत्र की सीमाओिं की भववष्र्वाणी करता है। 

मॉडल भववष्र्वाखणर्ािं डेटा से सहमत हैं, लेककन वे दशााती हैं कक सीमाएिं 𝐷 और 𝑘𝑙𝑎 के साथ 

मभन्न होती हैं। इस प्रकार, हमने अततररक्त 𝐷 और 𝑘𝑙𝑎 पर पूवागामी प्रर्ोग को पूरा ककर्ा। 

हम पाते हैं कक मॉडल द्वारा भववष्र्वाणी की गई सीमाएिं सभी 𝐷 और 𝑘𝑙𝑎 में प्राप्त डेटा के 

अनुरूप हैं। इसके अलावा, हम हदखाते हैं कक र्हद बार्ोमास, इथेनॉल, ऑक्सीजन और अवमशष्ट 

ग्लूकोज सािंद्रता को उच त रूप से स्केल ककर्ा जाता है और आर्ामरहहत पैरामीटर के खखलाफ 

प्लॉट ककर्ा जाता है, तो प्राप्त सभी डेटा ववमभन्न𝐷, 𝑘𝑙𝑎 और 𝑠𝑓 पर, एक वक्र में चगर जाता 

है। आर्ामरहहत पैरामीटर डेटा अजान और जीव तुलना की सुववधा प्रदान करता है। 

अिंत में, एस स्टेवपहटस के प्लाजस्मड वैक्टरों की कमी ने हमें जीव को सिंशोचधत करने से रोका। 

इसमलए, हमने एस स्टेवपहटस के मलए ववमशष्ट प्लाजस्मड् ववकमसत ककए हैं जजनका उपर्ोग 

जिंगली प्रकार और ऑक्सोरोकफक उपभेदों दोनों के मलए ककर्ा जा सकता है। हदल स्प बात र्ह 

है कक एस स्टेपाइहटस ने  ीनी रािंसपोटार SUT4 की अतत अमभव्र्जक्त पर वरवद् करने से 

ग्लूकोज खपत दरों में सुधार आर्ा है । र्ह  ीनी के अपटेक स्तर पर कमी को इिंचगत करता 

है। 
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